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(54) Utilisations d'esters de tocopherol 

(57) La presente invention se rapport e a Putilisation d' esters de Tocopherol et plus particulierement a celles des 
esters d'acides gras mono-ou polyinsatures en a>3 ou o)6. 

Ces esters de Tocopherol sont represented par la formule generate I: 



(CH 3 )nf|- 
R-CO-0 




(CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH(CH 3 )) 3 -CH : 



dans laquelle R est le reste de la chafne aliphatique d'un acide gras comportant au moins une double liaison ethyle- 
nique. 

n est un nombre entier variant de 1 k 3. 

Les composes de formule generate I selon I'invention peuvent etre obtenus par un proc6d6 qui consiste k preparer 
un deriv6 fonctionnel d'acide gras polyinsatur6, puis k le faire r6agir, eventuellement en presence d'un activateur du 
carboxyle et/ ou d'un catalyseur d'esterification, avec un tocopherol et k isoler Tester de tocopherol et d'acide gras 
polyinsaturg. 

Les composes de formule generate I servent de principes actifs a des compositions pharmaceutiques, cosmetiques 
et /ou dietetiques ayant notamment une action antivieillissement, anti-inflammatoire, anti-radicalaire et 6nergisante. 
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D script! n 

[0001] La presente invention se rapporte a ('utilisation d'esters de Tocopherol avec des acides gras mono-ou poly- 
insatures de la seri o3oud la sen <o6, repondant a la formul generale I 
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(CH 3 )nf|- 
R-CO-0 




(CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH(CH 3 )) 3 -CH 3 



(I) 



dans laquelle R est le reste de la chatne aliphatique d'un acide gras portant au moins une double liaison et n est 
is un nombre entier variant de 1 a 3, 

[0002] L'invention comprend done I'utilisation des esters de tocopherol et d'acides gras monoinsatures ayant de 11 
a 22 atomes de carbone. A titre d'exemple et de facon non limitative on pourra citer les esters d'acides undecylenique 
(C11 :1), et les esters d'acides palmitoleique (C16 : 1) 

[0003] L'invention comprend egalement i'utilisation des esters de tocopherol et d'acides gras polyinsatures de la 
20 serie 0)3, a I'exception du ^linolenate d'cc-tocopherol. A titre d'exemple et de facon non limitative on pourra citer les 
esters d'acides a-linolenique (C18 ; 3 a>3), octadecatetraenoique (C18 : 40)3), eicosatetraenoTque (C20 : 4a>3), et do- 
cosahexa6noique (C22 : 6o>3). 

[0004] L'invention comprend egalement I'utilisation des esters de tocopherol et d'acides gras polyinsatures de la 
serie o>6. A titre d'exemple et de facon non limitative on peut citer les esters d'acides linoleique (C18 : 2 co6 ), dihomo- 
25 y-linolenique (C20 : 3o)6 ), arachidonique (C20 : 40)6), et docosapentaenoTque (C22 : 5o)6). 

[0005] Parmi les composes de formule generale I on distinguera ies esters de tocopheryle et notamment les esters 
d' a-tocopherol, les esters de p- tocopherol, les esters de ^tocopherol et les esters de S-tocopherol. les tocopherol 
peuvent etre sous forme racemique (df) ou sous forme optiquement active (d ou /). 

[0006] Les composes de formule generate I selon l'invention peuvent etre obtenus par un precede qui consiste a 
30 preparer un derive fonctionnei d'acide gras mono ou polyinsature, puis a le faire reagir, eventueilement en presence 
d'un activateur du carboxyle et/ ou d'un catafyseur d'esterification avec un tocopherol et a isoler Tester de tocopherol 
et d'acide gras mono ou polyinsature. 

[0007] Les composes de formule generale I selon l'invention peuvent etre obtenus par un procede qui consiste a 
transformer I'acide gras mono ou polyinsature en halogenure d'acide. La reaction d'esterification proprement dite est 
35 r 6alisee avec I' a-tocopherol en solution dans la pyridine. On peut activer la reaction en ajoutant une base tertiaire 
comme la triethylamine ou la 4-dimethyl aminopyridine. Comme halogenure d'acide gras mono ou poly insature on 
pourra citer le chlorure, le bromure ou I'iodure ; le chlorure est le reactif prefere. On pourra egalement utiliser un 
anhydride d'acide ou un anhydride mixte avec un carbodiimide. 

La methode de purification utilisee est la chromatographie liquide sur colonne de gel de silice. 
40 [0008] Les esters obtenus dans la presente invention ont ete analyses par spectrometrie infra rouge. Des bandes 
caracteristiques de ce type d'ester ont ete determines : 

3010 cm* 1 = alcene ou alcane selon qu' on a une bande intense ou fine 
2926 cnr 1 = alcene ou alcane selon qu' on a une bande intense ou fine 
45 2859 cnrr 1 = alcene ou alcane selon qu' on a une bande intense ou fine 

1756 crrr 1 = carbonyle de la fonction ester (bande intense) 
1460/ 1376 cm* 1 =CH 3-CH bande intense/ moyenne 

1136/1109 enr 1 2 bandes intenses avec une difference de 30 cm-1 = ether/ ether aromatique 
920 cm" 1 = alcene 
50 734 cnr 1 = alcene 

[0009] L' invention a egalement pour objet des compositions pharmaceutiques.cosmetiqueset/oudietetiques, ayant 
une utility chez I'Homme ou I'animal, et renfermant comme principe actif un ou des esters d'acide gras non sature de 
tocopherol de formule generale I avec des excipients ou des vehicules appropries. 
55 [0010] C s compositions ont pour objet Putilisation en application topique des esters d'acide gras non sature de 
tocopherol. 

Les compositions selon l'invention peuvent done se trouver sous la forme libre ou sous forme encapsulee ou sous 
forme de liposome pour une meilleure diffusion. 
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[001 1] Les compositions de la presente invention sont particulierement aptes a ('application locale notamment sous 
la forme de gel, de creme H/E ou E/H, d'6mulsion, de lotions, de pommade, de poudre, de lotion capillair , d spray, 
d'ampoule, de serum ou de patches. 

Elles sont egalement adaptees notamment pour I'administration, par voi oral , sous form de solution buvabl ou de 
s capsule. 

[0012] Dans ces compositions, la teneur en principe actif de formule generale I peut varier de 0,001 % a 15 % et 
plus particulierement de 0,01 a 5% en f onction du mode d' administration ou du mode ^application de ces compositions. 
[0013] Elles renferment en outre des agents solubilisants, des polymeres epaississants, des huiles de silicone, des 
agents stabilisants, des agents emulsionnants. 

10 [0014] D'une maniere pref6r6e, on utilisera des supports destines a §tre dilues ou incorpores dans des preparations 
telles que des cremes ou des gels. La phase huileuse contenant eventuellement des agents tensioactifs non ioniques 
et/ou des silicones est ensuite additionnee d'une phase aqueuse contenant eventuellement un agent gelifiant ou un 
agent epaississant. Apres agitation prolongee, on obtient ainsi une emulsion que Ton incorpore dans une base cos- 
metique, grasse ou non grasse, pour realiser une creme ou un gel. On procedera de maniere semblable pour les 

15 preparations a phase continue huileuse. 

[0015] La phase huileuse contient eventuellement des agents tensioactifs non ioniques et/ou des silicones. 
[001 6] On pourra egalement utiliser I'ester d'acide gras de tocopherol dans la glycerine, I'incorporer dans une solution 
de polyethyleneglycol contenant un agent dispersant ou tensioactif, et I'additionner d'une huile de silicone pour realiser 
une emulsion fluide que Pon peut, si desire, colorer et/ou parfumer a I'aide d'une essence de fleurs ou de plantes 

20 naturelle ou bien encore avec une substance odoriferante comme une ionone le lavendulol ou un parfum. 

[0017] Les compositions peuvent ainsi contenir un agent emulsionnant comme un stearate d'ethylene glycol, un 
stearate de sorbitol + polysorbate 60, 1 e PEG-20 sesquistearate de methyl glucose, le PEG-30 dipoly hydroxy stearate 
+ sorbitol et esters de glycerol, ou encore le cetyl dimethicone copolyol. 

[0018] Parmi les polymeres que Ton peut adjoindre, on citera en particuiier les agents epaississants comme les 
25 polymeres d'ethylene glycol comme le PEG 400, le PEG 600 ou des derives de la cellulose comme la p- hydroxy ethyl 
cellulose ou I'hydroxypropyl methyl cellulose ou la methyl cellulose. 

[001 9] Parmi les solubilisants , on peut adjoindre a la preparation soit des huiles polaires telles que Phuile de jojoba, 
des triglycerides d'acide caprylique ou caprique, de P huile de macadamia, de I' huile de cameline, de P huile de lin ou 
de P huile de kiwi, soit des carbures apolaires comme I'isohexadecane, de Phuile mineYale, du squalane soit encore 
30 des huiles siliconees comme la dimethicone, la cyclomethicone, la phenyl trimethicone, le melange de cyclopentasi- 
loxane et de dimethycone copolyol. 

[0020] Comme g6lrf iants on peut citer a titre d'exemple les carbomeres tels que les acrylates/ C1 0-30 alkoyl acrylate 
de polymere croise 1 ,2 et 3 ou des gels naturels comme la gomme xanthane ou les alginates tels que ('alginate de 
sodium, un melange de polyacrylamide et de C13-14 isoparaffine et de laureth-7 polysaccharide. 
35 [0021] Les compositions peuvent etre employees plus efficacement que les compositions de Part anterieur qui utili- 
sent une simple association d'acide gras poly-insatur6 et d'a tocopherol, notamment en ce qui conceme : 

* influence sur la synthfcse des constituants du derme comme le collagfcne, I'eiastine, Pacide hyaluronique et les 
proteoglycanes. 

40 

* Pinfluence sur la synthese des lipides cutan6s de type ceramides et sur les metal loproteases et proteines kinases. 

* Paction anti-vieillissement 

45 * Paction anti-radicalaire HX/XO et anti UVB. 

* Paction anti-inflammatoire 

* Peffet stimulant sur (a capacite respiratoire des mitochondries. 

50 

* P action energisante sur les cellules. 

[0022] L'exemple I suivant illustre Pinvention sans toutefois la limiter. 
55 Exempl I : 

[0023] Dans un ballon de 250 ml equipe d'un refrigerant ascendant, d'une agitation mecanique et purge par un flux 
d'azote, on dissout 10,32 g (37 mmoles) d'acide ^linoienique a 99% dans 70 ml de CH 2 CI 2 puis on ajoute en une 



3 



EP 1 260 509 A1 



portion 11ml (144 mmoles) de chlorur de thionyle. On porte a reflux pendant 90 minutes. L'exces d chlorure de 
thionyte et le solvant sont chassis sous vide. On obtient un huile incolore a laqueile on incorpore 4 ml (49mmoles) 
de pyridin et 50 ml de CH 2 CI 2 .Une solution de 15,4 g de o7-a-tocoph6rol a 98 % dans 50 ml de Ch^Clg st ajoutee 
goutt agoutt n 30 minutes. Le mill u st porte a reflux pendant 60 minutes tun solid blanc, floconn uxapparaTt 

5 en suspension. Apres un nuit d repos, I milieu st neutralise par 75 ml d'un solution d'acid chlorhydrique 0.67 
N. Apres decantation et extraction par 3 x 30 ml d'ether isopropylique, les phases organiques reunies sont s6ch6es 
sur MgS0 4 , filtr6es et 6vapor6es a sec pour donner une huile jaune pale qui est chromatographies sur une colonne 
(hauteur 55 mm, diametre 1 90mm) de gel de silice (70-200u.m), par un melange eluant ether isopropylique/hexane 1 : 
9 (Rf 0, 28). On recueille 16.8 g d'une huile tres I6gerement color6e en jaune (Rdt 66%) constitu6e essentiellement 

10 de y-linol6nate d'a-tocopheryle. 

[0024] Le y-linol6nate d'a-tocoph£ryle peut etre difference des autres derives du tocopherol par son temps de re- 
tention en HPLC. Une colonne de silice de type NucI6osil 8 \im (300 mmx 4,6 mm) peut-etre utilis6e. Le y-linoienate 
d'a-tocopheryle est dilue dans I'acetone a 1%. La phase mobile est leTHF 2% / Hexane 98%. 
Le debit est fixe a 1ml/min ; Le Y-Hnol6nate d'a*tocoph6ryle a un temps de retention de 4,06 minutes. 

15 [0025] De la meme facon, en utilisant la meme quantite d'un autre acide gras mono ou polyinsatur6 de la s6rie o>3 
ou a)6 et selon le meme mode operatoire, on pourra obtenir les autres esters de tocopherol d'acide gras mono ou 
polyinsature\ 

[0026] Des exemples non limitatifs de compositions selon Tinvention sont presentees ci-dessous : 
20 Formulation 1 : 
Creme 
[0027] 

25 

y-linoienate d'a tocoph6ryle 0.5 % 
Glycerine 5% 

Poly propylene de glyc6rol-26-butyreth-26 4% 
Poly ethylene glycol-40 dans I'huile de rlcin hydrogen6e 4% 
30 eau qsp 1 00 

Formulation 2 : 

Capsule 

35 

[0028] 

-^linoienate d'a tocopheryle 2 % 
Huile de cameline 1000 mg 
40 pour une capsule 

Formulation 3 : 

Creme 

45 

[0029] 

Alcool cetearylique et ceteareth-20 3,5 % 
Acool cetylique 3,5 % 
so Palmitate d'octyle 9% 

7-linoienate d'a tocopheryle 0.5 % 
Caseine- Gomme xanthane 1% 
eau qsp 1 00 

55 
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Formulation 4 : 



[0030] 



10 



15 



20 



Emulsion hulle dans I'eau 


Phase A 


Glycerol 


4% 




Carbomere 


1 


Phase B 


Eau desionisee 


qsp100 


Phase C 


PEG-78-glyceryl cocoate 


1 




^linolenate d'a tocopheryle 0.5 % 






Huile essentielle d'orange amere 


0,1 


Phase D 


Conservateur (s) 


0,7 


Phase E 


NaOH dilueea10% 


qsp pH=6 



Additionner la phase A dans la Phase B. 
Sous agitation additionner la Phase C. 
Puis ajouter la phase C sous forte agitation 
Unefois homogeneisation complete, ajouter D. 
Stabiliser le pH a 5 -6 par de la soude diluee. 



ETUDE PHARMACOLOGIQUE DES COMPOSES DE FOR MULE I 
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1 . Etude d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature, sur ractivite de la tyrosine kinase sur 
des melanocytes humains. 

5. Preparation des cellules 

[0031] Les melanocytes humains sont ensemences a la densite de 50 000 cellules/cm 2 dans des plaques multipuits. 
Les cellules sont incubees a 37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 . Le milieu de culture est le MCDB 
153 supplemente par I'EGF (5 ng/mL) (Sigma), Nnsuline (5 jig/mL) (Sigma), I'hydrocortisone (5 ng/mL) (Sigma) ,du se- 
rum de veau foetal (SVF) a 5 % (v/v)( Gibco). 

Le milieu de culture est remplace apres 24 heures de culture et supplemente par des antibiotiques (Peni-Strepto) 
(Gibco) a 1% (V/v) contenant les differentes concentrations d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou 
polyinsature ( 1, 10 et 100 ixg/mL). 

[0032] Ce sont des concentrations non cytotoxiques qui ne modifient pas ia croissance cellulaire. 
Une serie « temoin positif» est constitute de cellules traitees a I'hydroquinone a 1 ng/mL. 

6. Evaluation de ractivite tyrosine kinase. 

[0033] Les cellules sont incubees pendant 72 heures a 37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 . 
A la fin de la periode d'incubation, le milieu de culture est preleve et la couche cellulaire rincee deux fois avec du PBS. 
450 \lL de Triton X100 a 1% (v/v) dans le PBS sont ajoute dans cheque puits. On agite pendant 10 minutes puis on 
ajoute 50 nL de L-Dopamine a 1 0 mM dans du PBS sans Ca++ ni Mg ++ 

[0034] On laisse incuber pendant 1 heure a 37°C a I'abrl de la lumiere, puis on mesure I'absorption a 475 nm au 
spectrophotometre. 

Tableau 1 





temoin 


hydroquinone 


1 ng/mL 


1 0 ng/mL 


1 00 jig/mL 


moyenne absorbance a 475 
nm 


0.04410.002 


0.024 ± 0.001 


0.046 ± 0.000 


0.052 ± 0.003 


0.050 ±0.002 



50 



55 



Resultats 

[0035] Un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature a la concentration de 10 (ig/mL exerce 
une stimulation de la tyrosinase de I'ordre de 18 %. 
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2. Etude d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polytnsature sur I'activite antt-inflammatoire sur une 
preparation de monocytes/macrophages humains actives ou non par les LPS (lipopolysaccharides). 

a) Preparation des monocouches d monocytes/macrophages humains. 

5 

[0036] Les monocytes/macrophages sont purifies a partir d'une poche de sang. Le « Buffy coat » est prSleve steri- 

lement et dilue 7 fois dans un tampon PBS-EDTA. 

Une solution de Percoll (Pharmacia) est preparee extemporanement : 

10 - solution A : 9 mL de Percoll + 1 mL de NaC1 1 ,5 M 

solution B : 6 mL de solution A + 4 mL de NaC1 1 ,5 M 24 tubes sont preparees ( 7 mL de « Buffy coat » dilue + 4 
mL de solution B, centrifuges 800 G pendant 30 minutes a temperature ambiante. 

[0037] L'interface contenant les cellules mononuclees est prelevee et rincee 2 fois avec du PBS-EDTA ( 5mM) puis 
is avec du milieu Ham F12 (Gibco) supplements avec du serum de veau foetal (SVF) a 10 % inactive par la chaleur. 
Le culot est suspendu dans du milieu Ham F1 2 supplements par de la L-glutamine (2mM) et du SVF a 20%. On obtient 
une suspension a 4 x 1 0 6 cellules/mL. 

[0038] Les cellules sont ensemencees a la densite de 4 x 1 0 6 cellules/puits dans des plaques multipuits. 
[0039] Les cellules sont incubees a 37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 pendant 2 heures de 
20 f aeon a obtenir une population cellulaire adherente de 1 1 0 000 a 1 50 000 cellules/cm 2 composee a 95 % de monocytes/ 
macrophages. Le milieu est ensuite remplace par du Ham F1 2 supplements par du SVF a 5 % et de la L-glutamine a 
2mM. 

[0040] Une serie « temoin positif* est constituSe de cellules traitSes au phenol a 640 jig/mL. L'Stude est rSalisSe 
avec diffSrentes concentrations d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature ( 1 , 1 0, 50,1 00 et 
25 500 u.g/mL). 

[0041] Deux series de tubes sont supplements par 1 et 5 u.g/mL de LPS. 

[0042] Les monocytes/macrophages sont incubes pendant 24 heures a 37° C en atmosphere humide contenant 5% 
(v/v) de C0 2 . Le milieu de culture est preleve (mis a -80°C). Une seconde incubation de 24 heures est effectuSe dans 
les conditions identiques. 

30 [0043] La couche cellulaire est incubee en presence de trypsin e-EDTA. Les cellules detachees sont centrifugees 
puis mises en suspension dans 300 u,L d'eau distillee. 

Les IL-1a sont dosees a I'aide du Kit Immunotech dans le compartiment intracellulaire (0-48 heures) et dans le com- 
partiment milieu de culture (0-24 heures et 24-48 heures). 
[0044] Les resultats obtenus sont presentes dans le Tableau 2. 

35 

Tableau 2 



45 



compartiment intracellulaire (0-48 heures) 


u.g/mL 


IL-1a (pg/puits) 


IL-1a(pg/10 Cellules) 


Temoin 


26 ±7 


82 ±22 


500 


71 ±24 


250 ±83 


100 


65 ±9 


229 ±31 


50 


43±5 


145± 17 


10 


40 ±8 


135 ±27 


1 


35 ±3 


123 ±9 


LPS 1 


958 ± 85 


31 99 ±284 


LPS 5 


1651 ±62 


5393 ± 201 


Jig/ml 


IL-1a (pg/puits) 


IL-1a(pg/10 6 cellules) 


Temoin 


51,6 ±8,9 


176 ±30 


500 + LPS1 


362,1 ±91,4 


1213±306 


100+ LPS1 


464,1 ±20,2 


1543 ±67 


50 + LPS1 


506,0 ± 78,5 


1721 ±267 


10 + LPS1 


324,5 ± 87,3 


1053 ±283 


1 + LPS1 


444,8 ±87,1 


1389 ±272 
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Tableau 2 (suite) 





compartiment intracellulaire (0-48 heures) 


iin/mL 




IL-1 a (pg/10 Cellules) 


5 


Lro 1 


100,0 X 1 ^/L ,CJ 


1 + 419 




ng/mi 


IL-1 a (pg/puits) 


IL-1a(pg/10 6 cellules) 




Temoin 


51 ,6 ±8,9 


175,7 ±304,4 


10 


500 + LPS 5 


372,9 ± 47,3 


1399,7 ± 176,2 


100+ LPS 5 


498,3 ± 67,9 


1677,9 ±228,6 




50 + LPS 5 


585,4 ± 64,3 


1903,7 ±209,1 




10 + LPS 5 


696,0± 50,1 


2188,5 ± 157,6 




1 + LPS 5 


1253 


4540 


15 


LPS 5 


1208,1 ±25 


421 6,6 ±87,2 



Resultats 



20 



25 



30 



[0045] II n'y a pas de variation significative du taux d' IL-1 a de base en presence d'un ester de tocopheryle avec un 
acide gras mono-ou polyinsature a une concentration de 1 a 500 ng/ml. 

Pour une concentration de LPS a 1 et 5 u,g/ml en I'absence d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou 
polyinsature, le taux d' IL-1a est respectivement multiplie par 39 et 66, ce qui demontre une bonne reactivite du systeme 
test. 

Un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature a une concentration de 1 a 500 u.g/ml n'a pas 
d'effet significatif sur le taux intracellulaire des IL-1 a des monocytes/ macrophages humains actives par des LPS 
a 1 ng/ml. 

Un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature exerce une inhibition dose-dependantemaximale 
pour 500 ng/mL (- 67%) sur le taux intracellulaire des IL-1 a des monocytes/ macrophages humains actives par 
des LPS a 5 u.g/mL 



Tableau 3 
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compartiment milieu de culture (0-24 heures) 


ng/mi 


IL-1a (pg/puits) 


Temoin 


99 ±4 


500 


157 ±28 


100 


94±4 ! 


50 


116 ± 9 


10 


107 ±4 


1 


103 ±6 



Resultats 



50 
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[0046] Les resultats sont exprimes en pg/puits (il n'y a pas de comptage cellulaire pour ce temps d'incubation). 
II n'y a pas de variation significative du taux d' IL-1 a de base en presence d'un ester de tocopheryle avec un acide 
gras mono ou polyinsature a une concentration allant de 1 a 500 u.g/mL. 

Tableau 4 



compartiment milieu de culture (24-48 heures) 


u.g/mL 


IL-1 a (pg/puits) 


IL-1a(pg/10 6 cellules) 


Temoin 


99 ±3 


311 ±9 
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5 



compartiment milieu de culture (24-48 heures) 




IL-1nt fDa/DurtsI 


IL-1a foa/10 *c \\u\es) 


500 


71 ± 4 


250 ± 14 


100 


103±19 


362 ± 68 


50 


86± 18 


287 ±59 


10 


67±4 


228 ± 12 


1 


75 ±3 


263 ±9 


LPS 1 


334 ± 35 


1116 ± 116 


LPS 5 


668 ± 70 


2181 ±227 




Temoin 


35,9 ±5,3 


122± 18 


500 + LPS1 


239,6 ± 74,0 


803 ± 248 


100+ LPS1 


125,5 ± 18,0 


417 ±60 


50 + LPS1 


156,1 ±23,3 


531 ± 79 


10 + LPS1 


124,8 ±26,9 


405 ± 87 


1 + LPS1 


99.5 ±42,1 


1389 ±272 


LPS1 


112., ±24,3 


376 ±82 




u.g/mL 


IL-1a (pg/puits) 


IL-1a(pg/10 Pilules) 


I Temoin 


36±5 


122± 18 


500 + LPS 5 


412 ±51 


1534 ± 184 


100+ LPS 5 


164 ±21 


551 ± 71 j 


50 + LPS 5 


173 ±50 


561 ±164 


10 + LPS 5 


129 ±32 


404 ± 10 


1 + LPS 5 


178±5 


647 ± 16 


LPS 5 


225 ± 24 


787 ±83 



40 

Un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature a une concentration de 1 a 1 00 u.g/ml n'a pas 
d'effet significant sur la secretion des IL-1a par des monocytes/ macrophages humains actives par des LPS a 1 
u,g/ml. 

Par contre a une concentration de 500 p.g/mL en ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou potyinsatur§ 
45 on observe une augmentation (x2) du taux d' IL-1a dans le milieu de culture . 

Conclusion 



[0047] Un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature exerce un potentiel de regulation de I'in- 
50 flammation observe sur la secretion des IL-1 a par des monocytes/macrophages humains actives par des LPS a 5 u.g/ml. 

3- Etude d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature sur la synthese de I'elastine et du collagene 
par des f ibroblastes humains. 

55 5. Preparation des cellules 

[0048] L s cellules sont ensemenc£es a la density de 50 000 cellules/cm 2 dans des plaques multipuits. 
Les cellules sont Incubees a 37°C n atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 . 
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Le milieu de cultur est I'IMDM supplements par du serum de veau foetal (SVF) a 10 % (v/v)., 
Le milieu de cultur est remplace apres 24 heures d'incubation et supplements par des antibiotiques (P ni-Strepto) a 
0,2 % (V/v) contenant les differentes concentrations d'ester de tocopheryle avec un acid gras mono ou polyinsaturS 
(1,5,10,50 t100u,g/ml). 
5 Le milieu de cultur est supplements par d I'acid ascorbique a 50 u.g/mL 

[0049] Une sSrie « tSmoin positif* est constitute de cellules traitees par le TGF-p a 10 ng/mL. 

6. Evaluation de la synthese de t'elastine et du collagene 

10 [0050] Les cellules sont incubSes a 37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 pendant 24 heures. 
[0051] A la fin de la periode d'incubation, le milieu de culture est prSlevS et la couche cellulaire rincee deux fois avec 
du PBS supplements d'inhibiteurs de proteases afin d'obtenir les concentrations suivantes : EDTA0,01 M, acide 6-ami- 
no hexanoique 0,1 M, chlorure de benzaminidium 0,005 M, iodoacStamide 0,1mlvl. 

[0052] La couche cellulaire est grattSe dans 500 u.1 de PBS contenant les inhibiteurs de protSases puis est passSe 
15 aux ultrasons (2x 20 sec a intervalles de 20 sec ; 50Hz) 

[0053] Le dosage colorimStrique de I'Slastine est rSalisS a partir de la liaison specifique du colorant 5,10,15,20 tS- 
traph6nyl-21 , 23 porphine sulphate (TPPS) (Kit fastin Elastin Assay) 

Resultats 

20 

[0054] Matrice extracellulaire 



Tableau 5 



M-g/ml 


Elastine (u.g/puits) 


Elastine (p.g/1 0 6 cellules) 


TSmoin 


38,5 ±4,7 


289 ±35 


TGF-pa10ng/ml 


56,4 ±2,3 


422 ± 17 


1 


31 ,7 ±9,3 


242 ±71 


5 


23,2 ±1,7 


174± 13 


10 


31,8 ±4,5 


241 ±34 


50 


32,2 ± 2,0 


260 ± 16 


100 


16,4 ±0,9 


139 ±8 



Tableau 6 



M^g/ml 


Collagene (jig/puits) 


Collagene(ng/10 6 cellules) 


TSmoin 


37,5 ± 4,4 


281 ± 33 


TGF-pa10ng/ml 


76,9 ± 13,0 


576 ± 97 


1 


30,2 ± 15,5 


230 ± 118 


5 


29,8 ± 10,3 


224 ± 77 


10 


43,4 ± 6,5 


329 ± 49 


50 


50,4 ± 15,9 


407 ±129 


100 


39,4 ± 8,6 


336 ± 73 



50 

[0055] Dans le milieu de culture 

Tableau 7 



ng/ml 


Elastine (u.g/puits) 


Elastine (ng/10 6 cellules) 


TSmoin 


77,4 ±3,7 


580 ±28 


TGF-pa10ng/ml 


83,3 ±0,1 


624 ± 1 
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ua/ml 


Elastine (jxg/puits) 


Elastine (u.g/1 0 ® cellules) 






1 


68,2 ± 11,2 


521 ± 85 






5 


78,2 ± 16,5 


587 ± 124 






10 


150,5 ±12,4 


1140 ±94 






50 


145,5 ±5,8 


1176 ±47 






100 


121,9 ±5,5 


1037 ±47 










Tableau 8 






fig/ml 


Collagene (u.g/puits) 


Collagene (u.g/1 0 6 cellules) 


TeYnoin 


47 ± 12 


355 ±91 


TGF-p a 1 0 ng/ml 


65 ± 10 


484 ±75 


1 


39 ± 12 


297 ± 95 


5 


66 ±26 


499 ± 196 


10 


72 ±40 


542 ± 306 


50 


66 ± 19 


533 ± 150 


100 


48 ±29 


409 ± 249 



[0056] Les concentrations entre 1 0 et 1 00 u,g/ml d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature 
stimulent significativement la synthese de I'elastine et du collagene. L'effet est maximum pour 50 ng/mL (+ 65% pour 
I'elastine et + 45% pour le collagene) avec une augmentation de la secretion de I'elastine dans le milieu de culture (+ 
1 02%), alors que l'effet du TGF-p a 1 0 ng/mL se traduit principalement par une augmentation de la synthese au niveau 
de la matrice extracellulaire (+ 46%). 



4- Etude d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature sur Taction anti UVB. 

3 5 5. Preparation des feuillets epidermiques 

[0057] Les keratinocytes humains sont ensemencees a la density de 1 00 000 cellules/cm 2 dans des inserts dont le 
fond est constitu6 d'une membrane en polycarbonate de porosite 0,4 um 

[0058] Les cellules sont incubees a 37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 pendant 24 a 48 heures, 
40 en « situation immergee » dans le milieu de culture MCDB/153 supplements par I'EGF (5 ng/ml), I'insuline (5 jig/ml), 
I'hydrocortisone (5 ng/mL), le BPE (70 ng/ml) 

[0059] Le milieu de culture est remplace par le meme milieu de culture supplements par 1 mM de Ca^ af in d'lnduire 
la stratification de la monocouche en « situation immergee » pendant 6 jours. Le milieu de culture est change tous les 
3 jours . 

45 [0060] Le feuillet epidermique est mis en « situation emergee » au 7emr jour, c'est a dire qu'il n'est plus nourri que 
par rintermediaire des cellules basales. 

[0061] Au 14 6me jour d'lncubation, le milieu de culture est change. Differentes concentrations d'un ester de tocophe- 
ryle avec un acide gras mono ou polyinsature ( 1 , 5, 10, 50 et 100 u,g/mL), ou de vltamlne E ( 150 u.l) constltuant le 
« temoin positrf » sont appltquees sur un disque de papier Whatman couvrant la surface de la culture celiulaire. 

50 

6. Evaluation de la cytotoxicity ( Test au MTT) 

[0062] Les cellules sont incubees a 37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 pendant 24 heures, 
puis irradiees par les UVB (0,7 J/cm 2 , X= 314 nm) apres avoir enleve les disques de papier Whatman. 
55 Les cellules sont incubees a 37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 pendant 24 heures, apres avoir 
depose sur la surface de la culture c llulair les disques de papier Whatman imbibes des differentes concentrations 
d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature ou de vitamine E. 
[0063] Apres i'incubation, les milieux de culture sont utilises pour le dosage des produits du clivage du MTT. 
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[0064] Aprfes I'incubation, les membranes portant le feuillet 6pidermique sont rincSes 2 fois avec du PBS, puis in- 
cub6e 3 heures k 37 °C , k I'obscurite, en presence de 2 ml de MTT (bromure de 3( 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 
diphenyl tetrazolium) k 0,5 mg/ml. Les cristaux violets de formazan produits par le clivag du MTT par les enzym s 
mitochondriaux sont dissous dans 2 ml de DMSO sous agitation douce pendant 2 h ures k temp6ratur ambiant . 
5 On m sur I'absorption k 540 nm au spectrophotom&tr . 



Tableau 9 



10 



15 



compartiment Intracellulaire 




t6moin 


t§moin + 
UVB 


1 ng/ml 


5ng/ml 


10 ng/ml 


50 ng/ml 


100 ng/ml 


moyenne 
absorbance 
k 540 nm 


1,504 ± 
0.084 


0.710 ± 
0.076 


0.693 ± 
0.068 


0.682 ± 
0.069 


1,049 ± 
0.117 


0,698 ± 
0.035 


0,809 ± 
0.132 



Tableau 10 





compartiment milieu de culture 


20 




t6moin 


temoin + 
UVB 


1 ng/ml 


5ng/ml 


10^o/ml 


50 jig/ml 


100 ^ig/ml 


25 


moyenne 
absorbance 
k 540 nm 


1,504 ± 
0.084 


0.71 0± 
0.076 


0.693 ± 
0.068 


0.682 ± 
0.069 


1,049± 
0.117 


0,698 ± 
0.035 


0,809 ± 
0.132 



[0065] On observe une inhibition sensible de I'effet cytotoxique induit par I'irradiation, en presence d'une concentra- 
tion en ester d'acide gras de tocopherol k 10 ng/ml. 



5- Etude d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou polyinsature sur I'activite mitochondriale de f ibroblastes 
de derme humain. 

5. Preparation des cellules 

[0066] Les fibroblastes de derme humain sont ensemenc6es k la densit6 de 5000 cellules/cm 2 dans 500 |xl de milieu 
IMDM supplements par du SVF 10% pendant 24 heures en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 
[0067] Apr^s 24 heures, les cellules sont mises en contact avec les differentes concentrations d'un ester de toco- 
phgryle avec un acide gras mono ou polyinsatur£ ( 10, 50 et 100 tig/ml). 

[0068] Ce sont des concentrations non cytotoxiques qui ne modrfient pas la croissance cellulaire. 
[0069] Une s£rie « temoin positif* est constitu6e de cellules traitees k I'antimycine k 0,5 jiM. 

6. Evaluation de I'activite mitochondriale 

[0070] Principe : L'incorpo ration cellulaire de rhodamine 123 est la consequence de la variation du potentiel trans- 
membranaire mitochondrial. L'6valuation semi-quantitative de la respiration mitochondriale est bas6e sur I'intensite de 
la fluorescence k I'interieur de la cellule. 

[0071] Les cellules sont incubees pendant 72 heures k 37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de C0 2 . 
A la fin de la p6riode d'incubation, le milieu de culture est pr£lev6 et la couche cellulaire rinc6e deux fois avec du milieu 
IMDM puis mise dans 500 \i\ de tampon phosphate pH 7.2 contenant 0.1 mg/ml de rhodamine 123. 
[0072] On laisse incuber pendant 15 minutes k 37 °C, puis on mesure la fluorescence de facon semi-quantitative k 
I'aide d'une echelle de cotation. 



55 
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R'sultats 



[0073] 

5 Tableau 11 



ng/ml 


4 


3 


2 


1 


0 


Nombre cellules 
observers 


Temoin 


12,3 ±2,1 


25,7 ±3,1 


25,0 ± 2,4 


21,0 ±2,9 


17,7±2,1 


104,0 ±9 


Temoin Antimycine 


10,7 ±2,5 


13,3 ±2,4 


20,0 ± 1,6 


16,3 ±1,9 


25,0 ±4,1 


100±9 


10 


19,7 ± 1,2 


32,3 ± 2,1 


26,3 ± 2,4 


14,7 ±0,5 


8,7 ± 1,9 


102,0 ±5 


50 


35,3 ± 0,5 


44,0 ± 1,4 


18,3 ±8,5 


3,3 ± 0,5 


0,0 ± 0,0 


102,0 ±9 


100 


12,3 ±2,1 


58,3 ± 6,2 


20,3 ± 0,5 


9,3 ±0,5 


0,0 ± 0,9 


100,0 ±9 



[0074] Echelle de cotation (Intensity de fluorescence) : 0 : cytoplasme non fluorescent, 1 : faible ; 2 : moyennement 
intense ; 3 : importante ; 4 : Tres importante, tout le cytoplasme est fluorescent. 

[0075] La stimulation est maximale pour une concentration d'un ester de tocopheryle avec un acide gras mono ou 
polyinsatur6 a 50 u.g/ml ; +65% par rapport au temoin. 



Revendlcations 



1 . Utilisation d'esters de Tocopherol avec des acides gras mono ou polyinsatures de la serie o>3 ou de la serie 06, 
repondant a la formule generate I 



30 



(CH 3 )ntt- I -(CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH(CH 3 )) 3 -CH 3 

35 

dans laquelle R est le reste de la chaine aliphatique d'un acide gras portant au moins une double liaison et n est 
un nombre entier variant de 1 a 3, 

en vue de la realisation de compositions pharmaceutiques, cosmetiques et/ou dietetiques pour le traitement re- 
parateur de la peau par action sur la synthese des constituants du derme et pr6sentant une action stimulante de 
40 la capacite respiratoire des mitochondries. 

2. Utilisation d'esters de Tocopherol avec des acides gras mono ou polyinsatures selon la revendication 1 , dans 
laquelle les esters de Tocopherol d' acides gras mono insaturds sont choisis dans le groupe forme des acides 
undecylenique (C11 :1) et palmitoieique (C16 : 1) 

45 

3. Utilisation d'esters de Tocopherol avec des acides gras mono ou polyinsatures selon la revendication 1 , dans 
laquelle les esters de Tocopherol d' acides gras polyinsatures sont choisis dans le groupe forme des acides y- 
linoienique (C1 8 : 3 <o6), a-linol6nique (C1 8 : 3 a>3), octadecatetraenoi'que (C1 8 : 4<o3), eicosatetra6noique (C20 : 
4<o3), docosahexaeYioi'que (C22 : 6o>3), lino!6ique (C18 : 2<o6 ), dihomo-y-nnot6nique (C20 : 3w6 ), arachidonique 

50 (C20 : 4a>6), et docosapentaenoique (C22 : 5o6). 

4. Utilisation d'esters de Tocopherol d' acides gras mono ou polyinsatures selon la revendication 1 , dans laquelle le 
tocopherol est choisi parmi I' a-tocopherol, le ^-tocopherol, le y-tocopherol et le 5-tocopherol. 

55 5. Utilisation d'esters de Tocopherol avec des acides gras mono ou polyinsatures selon la revendication 1 , en m6lang 
ou dilue avec un excipient ou un v6hicule approprie pour I'usage chez I'homme ou Tanimal. 

6. Utilisation d'esters de Tocopherol avec des acides gras mono-ou polyinsatures selon la revendication 1, dans 
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laquelle ta teneur en ester de tocoph£ryle d'un acide gras polyinsatur6 varie de 0,001 % a 15 % et plus particu- 
lierement de 0,01 a 5% en fonction du mode d'administration ou du mode duplication de ces compositions. 

Procede de preparation d'est rsd tocopherol et d'acides gras mono-insatur6 ou poly insatu res de la seri o>3ou 
(o6, qui consist a transformer I'acide gras mono ou poly insaturS nhalog£nur d'acide, puis a realiser la reaction 
d'esterification proprement dite avec un tocopherol choisi parmi f cc-tocoph6rol, le tocopherol, le ^-tocopherol 
et le 5-tocopherol, en solution dans la pyridine et a isoler Tester forme. 

Le y-Iinolenate de tocoph6ryle tel qu'obtenu par le proc6d6 de la revendication 8, caracterlse en ce que son temps 
de retention est de 4,06 minutes sur une colonne de silice de type Nucl6osil 8 \im apres que le ^linolenate d'a- 
tocopheryle ait 6t6 dilu6 dans l'ac6tone a 1% avec une phase mobile de THF 2% / Hexane 98%. 
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